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Abstract 



Quantifying multiple fluorochromes in a sample by recording and storing spectrally resolved fluorescence 
data for the fluorochromes in pure form and in the sample and determining the contributions from the pure 
fluorochromes to the complex total signals by multivariate linear regression analysis, spectral resolution by 
using different excitation wavelengths, is new. 
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Prufungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 
(m) Verfahren zur Quantifizierung mehrerer Fluorochrome 
@ Das Verfahren zur Quantifizierung mehrerer Fluoro- 
chrome dient der quantitativen Erfassung des Beitrags 
verschiedener Ftuoreszenzfarbstoffe zu einem Gesamtsi- 
gnal, das sich aus den Signalen mehrerer Fluorochrome 
zusammensetzt Bel unzureichend durch optische Vor- 
richtungen abgrenzbaren Fluoreszenzeigenschaften steitt 
die Quantifizierung des Beitrags der Einzelkomporienten 
zu komplexzusammengesetzten Gesamtsignalen ein ent- 
scheidendes Problem unter anderem in der Fluoreszenz- 
mikroskopie, der DNA-Sequenzierung oder der Werkstoff- 
kunde dar. Diese Erfindung beschreibt ein neues Verfah- 
ren, das eine genaue Quantifizierung multipler Fluoro- 
chrome durch Aufzeichnung spektral aufgeloster Daten- 
satze mit nachfolgender Regressionsanaiyse erzielt. Das 
beschriebene Verfahren ist in der Lage, unter Erhalt von 
, Bild- und Zeitauflosung den Beitrag verschiedener Fluo- 
, reszenzen zu einem komplexen Gesamtsignal zuruckzu- 
I verfolgen. Da keine nachfolgenden Ka lib rati onsp rozedu- 
ren erforderlich sind, kann das Verfahren zur Echtzeitana- 
lyse eines komplex zusammengesetzten Singals ange- 
wendet werden. Die Nutzung des beschriebenen Verfah- 
rens wird durch Anwendungsbeispiele im Bereich der 
Fluoreszenzmikroskopie verdeutlicht. 
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Dalenerfassung der spektral aufgetrennten Fluoreszenzen der Reinformen 

Im ersten Schrili werden spektral aufgetrennte Huoreszenzsignale der in einer Probe vorkommenden Huorochrome in 
Reinform sowie das Hintcrgriindsignal ohne Huorochrom im gegebenen opUschen System aufgezeichnet Die genannte 
spekt rale Au ftrennung wird entweder durch Anderung der Huoreszenzanregungswellenlangen oder durcttaEel^ be- 
leEianteln denPeteklo r gelangenden FluoreszenzeiiiissionsUchLs oder durch cine Kombinalion von beiden MaBnah- 
" men ' erzieaJ TyiTspcEFairAuftrcnDung kann hierb ei kontinuicrUch beispielsweise mit Hil fe von Monochromatoren er-_ 
folgen Oder diskontinuierUch gestaltei werden, beispielsweise durcK dis^ete tonochromatore msteUungen. dichroische 
Spiegel FiU^SET^verschiedene Uchtquellen. Die spektral aufgelosten Datensatze werden nach Subtraktion des 
Hintergrundsignales in einer Datenbank zur spSteren Verwendung gespeichert. Die gespeicherten, spektralen Datensatze 
der Reinformen kttnnen bei guter Reproduzierbarkeii in den Datenbanken verbleiben und filr spStere Messungen wieder- 
verwendet werden Die spektral aufgetrennten Datensatze der Reinformen weiterer Muorochromc konnen die Datenbank 
erganzen und zu den bereits gespeicherten Datensatzen hinzugefOgt werden. Die spektral aufgetrennten Datensatze der 
Reinformen auch bei mehr spektralen KonfiguraUonen aufgezeichnet werden. als es bei der Messung der Probe zunachst 
vorgcschcn ist. Dies bictct den Vortcil, daB bei spatcrcr Verwendung andcrcr spcktralcr Konfigurationcn bcrcits Rcfc- 
renadaten der Reinformen in der Datenbank exisderen, und somit die Reinformfluoreszenzen nicht emeut aufgezeichnet 
werden miissen. 

Datenerfassung der Ruoreszenzen der Probe 

Die Huoreszenz der Probe setzt sich aus den Huoreszenzen der genannien Reinformen zusammen. Eine spektrale 
Auftrennung der Huoreszenzen der Probe wird in den spektralen und optischcn Konfigurationen dutchgefuhrt, in denen 
auch Datcn der Reinformen aufgezeichnet wurdcn. VomchmUch kommcn solchc spektrale Konfigurationcn zumEmsatz, 
bei denen die Ruoreszenzen der in der Probe vorhandenen Reinformen die grOBten Differenzen untereinander aufwei- 
sen. Hventuell in der Probe vorhandene Autofluoreszenzen werden von den gewonnenen. spektral aufgetrennten Daten- 25 

satzen subtrahiert. ^ „ . . ,^ , i , i 

Die Aufzeichnung der spektral getiennten Datensatze der Probe kann gegebenenfaUs wiederhoU werden urn enlweder 
dynamische Prozesse in der Probe zu verfolgen oder durch Mittelwertbildung die Streuung des MeBsignals zu vemn- 

Datenanalyse 

Die gespeicherten Daten werden im folgenden Schritt mit llilfe einer Regressionsanalyse ausgewertet Ilierbei konnen 
multivariate Uneare Regressionsanalysen oder nichtUneare Regressionsanalysen zum Einsatz kommen. Im vorUegenden 
Anwendungsbeispiel wurden Auswermngen mit beiden Verfahren durchgefuhrt. Vor- und NachteUe der entsprecbenden 35 
Vcrfahrcn werden crlautcrt. Durch die Regressionsanalyse konnen die rclaUvcn Beitragc der Reinformen zum (jcsamtsi- 
gnal ermittelt werden und bei Kenntnis der Signalintensitat bekannter Mengen des Fluorochroms auf die m der Probe 
vorhandene Menge des Huorochroms geschlossen werden. Die hierzu erfordcrUchen Schritte werden in der holge be- 

^'^Sd^Ccb-Kameras bis zur Sattigungsscbwelle weitgehend Unear arbeiten, kann angenoinmen werden, dafl sich unler- 40 
halb der SattigungsschweUe bei jeder spektralen Konfiguration i das Gesaratsignal einer Probe F^es additiv aus den Si- 
gnalanteilen der Einzelkomponenten 1, 2, ... m zusammensetzt. Daher gUt Fg„ = Ei + E2 + - • • + Fm- Diese Einzelkom- 
ponenten konnen als Produkt der durch Aufzeichnung und Norniierung der Reinformfluoreszenzen bekannten, normver- 
ten Fluorcszcnzintcnsitatcn xi. x^, . . . Xrr, mit den unbekanntcn SkaUcrungsfaktorcn bi, b2, . • . b„, ausgcdruckt werden: 
F^ = bn, Xn, Wahrend die normierten Huoreszenzintensitaten x jeder der Einzelkomponenten bei unterschiedhchen spek- 
tralen Konfigurationen vcrschieden sind, bleiben die SkaUerungsfaktoren b, die die in der Probe vorhandenen Stoffmen- 
gen der Huorochrome anzeigen, konstant. FaUs das fUr die Aufzeichnung eines spektralen Datensatzes benougte Zeitm- 
tervaU bei dynamischen Prozessen nicht vemachlassigbar gering ist, konnen sich FehlerqueUen ergeben; daher isl bei ki- 
netischen Untersuchungen auf einen geschwindigkeitsoptimierten Ablauf der Datenerfassung 7.u achten. 

Das Verfahren der Regressionsanalyse wird nun auf die Datensatze angewendei, urn den Beu-ag der unbekannten J>ka- 
lierungsfaktoren bi , . . b^ der jeweiligen normierten Intensitat der Reinformen xi . . . x^ zum Gesamtsignal y zu erniit- 
teln. Bei jeder spektralen Konfiguration i setzt sich das Gesamtsignal yi aus den Signalen der im Bildelemenl befindh- 
chen Reinformen Fi,„ bzw. b„, x;,,, additiv zusanmien. 

Fur jede Wellenlange i gilt somit: 

Formel (1) yi = bix^ + b2Xi2 + bsx^s + . . . + braXiu,. 

Die Anzahl der Reinformen m bestimmt die Zahl n der spekural unterschiedhchen Datensatze, die mindestens aufge- 
zeichnet werden mussen, um eine Losung mit Hilfe der Regressionsanalyse zu erzielen. AUgemein gilt also n ^ m. 

Durch Aufzeichnen der n verschiedenen Datensatze ergeben sich aus den gemessenen spektral verschiedenen Daten- 
satzen n verschiedene LOsungen eines linearen Gleichungssystems (LGS). 
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Formel (2): 



+ - + K^lm 



70 



Dieses LGS kann bei der Aufzeichnung von m verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen, deren spektrales Verha^^^^^ 
vJ^^lfuT T sind bekannt) bei n = m WdlenlSngen direkt durch das CJauss-Jordan'sche UiminatJonsvertahrM 

ne^Regressionsanalyse besitzl jedocb den ^ferteil, daB mehr MeBwerte in die Beiechnung aufgenommen werden kon- 
ncn,unddaB das Bcrechnuagsvcrfahrcnzuvcrlassigcrgcstalictwordcn kann. u„- „„„ohw»rh =™.kf™i 

Bei steigender Anzahl n ahOht sich die ZuverlSssigkeit der Regressionsanalyse besonders bei nur schwach spektral 
un^L^hShen Hiu^rochtomen. Anderersdts weiden die Datensatze umfangreicher vmd dae Datenanalyse verlang- 
slT BdTrimAnwendungsbeispiel venvendetenCCD-Kamem mit 12 bit Auflosung werdenbe«pjelswe,sebis ^ 1 3 
xTc^ BUdpunkle aurg.r/eichnel. Dies enlsprichL bei jeweils 10 verschiedenen speklralen KonfiguraUonen zu 20 ZeiUn- 
tervalleneinemDatensalz von 520 Megabyte. ^i. «.cn^htpn Rptr-ioe der 

Bei veklorieller Beschreibung einer mullivariaten Unearen Regressionsanalyse kbnnen d^e gesuchten Bettige der 
Refnfomen in einem Wsungsv.*tort wie folgt ausgedrUckt werden: b = A-' xz, w 

ist Der gcsamtc Term lautcl: 
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Die Suiranen Z werden hierbd uber aUe gemessenen spektralen Konfigurationen i = 1 bis 1 = n gebildet. Da die Matrix 
A Sato~st kS ll^verse derMaL A"' durch das GauB'sche EUminationsverfahren nut RucksubstitaUon ge- 
WLdSt^r^n Bei ^hcr Komplcxitat der Matrix tmd bei schwach divcigcnten Datcnsatzcn nmB besonders auf Run- 
JunStohtefwe^^^^ sich teilweise dramatisch auswirken k6nnen. Die ComputergestUtzteErm.taung derin- 
tSSnll^edaheri^AnwendungsbeispielnutdoppeU 

feUfall kann ein iteratives Verfahren zur KoniroUe und Verbesserung der Bildung der inversen Matnx dienen. Da d e in- 
IS^Mrx r^SeBprotokoU ledigUch ein Mai berechne. werden ,nuB. isl das aufwendige Ver ahren der .teraUven 
KontroUe und Verbesserung empfehlenswett Entsprechende Algori.hmen mil Programimerungsroulinen sind der Fach- 
literatur ZU enuiehnien und im Inlemei publiziert. j ^ , u Ai^\A„trA^ 

Ch Kalkulation der inversen Matrix A"' konnen nut Hilfe einiger Multiphkations- und Add'^°"^^f 'f^^^^ 
A-i mit dcm Vcktor z zur Ermitdung dcs Losungsvcktors b ausmultiphziort werden In den ^T^^^^^^e 'sn 
sind die relativen Betrage des Beitrags der einzehien Fluorochrome zum jeweiligen OesMitsigi^a^ entMten. l^ese kdn- 
nen brihSen^ Auleuchtung del Gesichtsteldes uber das gesamte BUdfeld als MalJ fur dic lokale Menge des jewei- 
SSn Ru^to dienen. Beilihomogener Ausleuehtung konnen ^o-kturfaktoren angewend^^^^^ 
dLh Messung einer nonnierten Huorochromkonzenlralion m verschiedenen ^l^n^''^''^" 'i'^ 
warden. Bei Fluom.s7«nzindikatoren. die abhangig von Milieuhed.ngungen 'hr^r-genschaften jd=^ (^^^^^ 
Fura-2-Ca^-Komplex). isl zur RUckrechnung der entspreehenden Milieube<^ngung (lokale Ca -Konzentrat on) keine 
KMrektur erfotderlich da Unterschiede in der Huoreszenzintensitat beide Indikatorformen gle.chermaBen betreffen So 
S^T^ M S FU.0^^ Fura.2 die lokale Ca^^-Konzentradon durch folgende Formel berechnet werden; 

I'ormel (4) [Ca^^J = Kd x ll'ura-2-Ca^*J/ll'ura-2J. 

Alternative Datenanalyseverfahren 

Altemativ zum beschriebenen multivariaten Unearen Regressionsverfahren wurden nichUineare R«gf«''™«l^*'" 
EewaftDie Beiechnung der reUtiven Anteile derEinzelkomponenten zum Gesamls.gnal wird durch ein Minimierungs- 
Sren L AbwSngsquadrate zwischen MeBwerten der Probe und einer Summierung der nut den gesuchten F^- 
WrefrwrUrierternorifierten MeBdaten der Reinformen (Formel (1)) erzielt, Die Summe der Abwe.chungsquadrate 
kZ Ss vSedener iteradver Verfahren minimiert werden. Vergleichend wurden die ■ steepest gradient Methode 
urd^SenWMarquardt.AlgorithmusfUrdieiteradveBerechn 

rUcksichdaune aouivalenter Abbruchkriteriert der iteraliven OpUnuerung idenUsche Losungen. Bei geeigneter warn von 

W^r^ne einfache Handhabung. Falls die Siartwerte und die inidalen Schriuweilen des iterativen \ferfahrens ungUns ig 
SeMwuSefe^eb^^^^^^^^^ 

fin MiZum d?r Minimie^ngsftinktion ergeben konnen. Diese Gefahr kann zwar durch die Defimuon von Orenz- 
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werlen fur bi , . . bn, reduziert werden, doch gerade bei Minimierungsfanicdonen mil komplexer lbpologie ist die Zuver- 
lassigkcit dcr itcrativcn Suchc dcs globalcn Minimums cingcschrankt. 

Das muldvariaie bneare Regressionsverfahren bietei somit gegenUber dem nichtUDcaren Regressionsverfahren fUr die 
Mehrzahl der Applikationen folgende VorzUge: 

- nichlUneare RegressionsverfahreD bergen das Risiko, ein lokales Oplimuiii der Dalenanpassung finden, das 
multivariate Uneare Regressionsverfahren cdd&i immer das globale Optimum der Datenanpassung. 

- Der Berechnungsaufwand durch das multivariate Urieare Verfahren ist wesentlich niedriger als bei den iterativen 
Verfaliren und bei einer gegebenen Konfiguration immer identisch. Somit ist die benotigte Rechenzeit abschatzbar 
und dadurch die Integrierbarkeit in Echtzeil-Programmablaufe gegeben. 

- Die Berechnungsschrilte der Matrixoperation (Formel (3)) bestehen ledigUch in Additionen und Multiplikatto- 
nen. Daher kann Rir die Anwendung des Verfahrens der hohe Urad der Itechenoptimierung in aktueUen Prozessoren 
("pipelining" von Additionen undMultiplikationen) ideal genutzt werden. Altemativ konnen jedoch auch Prozesso- 
ren mil reduziertem Befehlssatz ("RISC "-Prozessoren) verwendet werden. 
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Anwendungsbeispiel 

Die Vorrichtung, die bei ErsleUung des AnwendungsbeispieU verwendet wurde, ist in Zeichnung 1 schematisch wie- 
dergegeben. Das in ein ero_Monochromat.o r (T.T.T.L.-Photonics) erzeugte Anregungslicht wurde durch eine schnclle 
Steuervocrichtung auf verschiedene WeUenlSngen eingesteUt. Durch die Wahl der Ruheposition des Monochromators bei 
einer von der Optik nicht transmittierlen WeUenlange von 260 nm diente die c^hnplV. Mnnnchromatorsteuerung cleich- 
zcitig zur Stcucrung dcr BcUchtungszcit dcr CCD-Kamcra. Andcmfalis muB durch cine gcpulstc LichtqucUc odcr d^ch 
einen mechanischen oder elektronischen VerschluB im Strahlengang die Belichtungszeit des Sensors reguUert werden. 
Das AnregungsUcht kann bei Verwendung mcht-monochromer Lichtquellen durch geeignete BandpassfUter getiltert 
werden. Hier konnen zur Aufeeichnung speklraler Datensatze beispielsweise Rlterrader zum Einsatz kommen, die syn- 
chron zu deiu VerschluB der CCD-Kaniera gesteuert werden. Die dichroischen Spiegel, die bei herkOnuuUchen Epilluo- 
reszenzmikroskopen verwendet werden, konnen ebenf aUs zur spektralen Auftrennung gewechselt werden. Hierbei isl je- 
doch auf einen mdgUchen Pixelversatz des Bildsignales nach Wechsel der Spiegel und Filtersatze zu achten. der durch 
die Bauweise der Spiegel und Filter bedingt sein kann. Das Objektiv muB iiber eine hinreichende Bildebnung und eine 
geringe chromatische Aberration verfugen. Das im Anwendungsbdspiel angewendete Objektiv ist ein UV-optimierter, 
lichtstarker Achromat (Ruar lOx/0.50, Carl Zeiss AG), dessen BUdebnung im MeBfeld der verwendeten CCD-Kamera 
eine hohe Bildscharfe in den verwendeten spektralen Bereichen erzeugte. Das emittierte Licht wurde zur mimmation 
von StreuUcht durch einen Langpassfilier (IVansmission bei X > 510 nm) geleitet, bevor es in den Sensor gelangte. Die 
verwendete CCD-Kamera zeichnet sich durch einen "grade-0"-Chip ohne Pixeldcfekte aus, der zur \ferringerung des 
Dunkclstromcs durch Pclticr-Elcmcntc auf -20°C: gckuhlt wird. Boi Verwendung andcrcr Scnsorcn muB bcachtcl wer- 
den, dafi das Regressionsverfahren auf der Gmndlage der Formel (1) nur dann angewendet werden kann, wenn der Sen- 
sor in einem Unearen Arbeitsbereich beirieben wird, Gegebenenfalls konnen bei einem bekanntem, nichOinearen Verhal- 
ten de5 Sensors entsprechende Umrechnungsfaktoren bei der Datenerfassung angewendet werden, um die tatsachUche 
SignalintensiiUt der Probe zu erfassen und nach dein beschriebenen Verfahren forlzuseLzen. 

In Fig. 2 sind spektral aufgeloste Datensatze der Anregungsweilenlangen von 320 nm bis 490 nm in 1 nm-Schntten 
von Fura-2. Fura-2-Ca^''-Komplex und "green fluorescent protein" (GFP) nach Normierung auf die maximale Fluores- 
zenzintensitat des entsprechenden Fluorochroms abgebildet. Als Rdnformen wurden in der Fokusebene folgende Mate- 
rialicn gcmcsscn: 

1 . GFP: In HHK 293-Zellen (humane embryonale Nierenzellen), die rekombinantes modifiziertes G^F exprimieren 
(48 Stunden nach transienter Transfektion des Plasmids pEGFP-Cl, Qontech, Palo- Alto, CA, USA). 

2. Fura-2: In HEK 293-Zellen, die mil Furd-2-Azetoxyinethylester (Molecular Probes, Eugene, OR, USA) geladen 
wurden, und mit dem Ca^-'-Chelator nthylenglykol-bis-(2-aminoethyl)-tctraessigsaure 2 mM (FXJTA; Fluka, Dei- 
senhofen, Deutschland) und dem Ca^'-'Ionophor lonomycin 5 \M (Sigma, Deisenhofen, Deutschland) fUr 2 h inku- so 

biert wurden. , . T^ r- 

3. Fura-2-Ca^^-Komplex: In HEK 293-Zellen, die mit Fura-2-Azeloxymethylester (Molecular Probes, Eugene, 
OR, USA) geladen wurden und mit Ca^^ 10 mM und dem CVMonophor lonomycin 5 mM (Sigma, Deisenhofen, 
Deutschland) fur 20 min inkubiert wurden. m . v • 

4. Zusiiizlich zu Punkt 2 und 3 wurde eine 2 ^iM Losung von Fura-2-KQUumsalz in einer Pufferlosung (pH 7,1) in 55 
Anwesenheit von Ca^^ bzw. EGTA in der Probenkammer gemessen. Die Daten dieser Messungen ergaben gegen- 
Uber den Messungen nach Punkt 2 und Punkt 3 weniger als 1 nm spektrale Verschiehungen und bestatigten dadurch 
die Effizienz der AquiUbrationsprozedur in HEK 293-ZeUen, Da diese normierten AnregungsspekUen mit den nach 
Punkt 2 bzw. Punkt 3 ermittelten Spektren nahezu ubereinstimmen, wurden sie aus Grunden der Ubersichtiichkeit 
nicht in Zeichnung 2 abgebildet. 

' Als Probe wurden im selben optischen System HEK 293-Zellen gemessen, die gleichzeitig mit pECFP-Cl und der 
cDNA eines Kationenkanals (mTRPC4) im Expressionsvekior pcDNA3,l Onvitrogen, USA) transient transfi^ert wur- 
den Die KonuroUe der Transfektionseffizienz und die Auswahl der positiv transfizierten Zellen fur den MeBvorgang 
konntc durch die Expression dcs GFP crfolgcn. Dcr Ca^Mndikator Fura-2 wurde verwendet, da cr Mangan (Mn )untcr 65 
Ausbildung eines nicht-fluoreszierenden Komplex bindet (Grynkiewicz et al. (1985)). Da der Kationenkanal mTRPC4 
neben Ca^^ auch Manganionen (Mn^+) leitet, kann in Mn^*-haltigen Medien die Kanalakuvitat durch das Absinken der 
Fura-2- und Fura-2-C^ -"-abhangigen Fluoreszenz verfolgi werden. Hierbei ware zu erwarten, daB die Fluoreszenz beider 
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Fura-2-Indikatorspeziesabslnkt,nichtjedochdieBuoreszenzdesG^^ 

zcn dcr drci in dcr Probe vorhandcncn Fluorcszcnzfarbstoffspczics im Bcrcich von 340 nm 35R rnn 380 nm und 480 nm 
groBe Differenzen untereinander aufweisen. wurden diese AnregungsweUeniangen fUr den MeBvo^ang ausgewShlt. 
Durch die Wahl der Hxpositionszeii der CCD-Kamera von 30 ms bei jeder Anregungswellenlknge wurde der dynamische 
Bereich der CXD-Kamera opUmal genutzt, wobei insbesondere darauf geachtet wurde. daS keine BUdpixel die S&ttj- 
gungsschweUe der CCD-Kainera UbersLeigen. Die Auf^eichnung eines spekLralen DaLensatzes erforderte weniger als 
200 ms und wurde in 1 slntervallenwiederholi. . „u , 

Bildregionen. die einzelnen Zellen entsprechen. wurden selektierl und eine Zeitsene der rmtaeren Bildpixelwer e Uber 
jede der selektierten Bildregionen berechnet. Die entsprechendcn Mittelwene der Bildiegionen bci den Wellwilangen 
340 nm, 358 nm. 380 nm und 480 nm sind als Funktion der Zeit in den Fig. 3-6 dargesteUi. Bei 20 s wurde Mn 1 mM 
zugegeb^ urn die KanalaktivitSi zu verfolgen, nach 90 s wurden die ZeUen mit Carbachol 100 pM sumuUen. Durch das 
b^chriebene multivariate, lineare l^gtessionsvertahren wurden nun dierelativen Betrage der cmzelnen Muorochrome. 
die sich zum jeweiligen Gesamlsignal addieren, flir jede ZeUe zu den verschiedenen Zeitpunkten enmttelL Z»^g^ndege- 
legt wurden hierbei die normierten spektral aufgetrennlen Fluoreszenzintensitaten der Reinformen ausFig, 2 Nach Ver- 
rcchnung dcr rclativcn Fura-2 und Fura-2-Ca^^ Konzcntrationcn gcmaB dcr Formcl (4) wurde die rcsulticrcndc frcic zy- 
tosoUsche Ca^^-Konzeniration in den selektierten Bildarealen (entsprechend mehreren verschiedenen Zellen im Oe- 
sichUfeld) im oberen Abbildungsteil der Fig. 7 ((1) in Fig. 7) als Funktion der Zeit aufge^gen. Die durch das mut^^^ 
riaten, linearen Regressionsverfahrens ermittelten Zeitverlaufe der Summe der relauven Fura-2 und Fura-2-Ca Ruo- 
reszen^en wurden suimnierl und nach Nomuerung auf die initialen Huores^zenzinLensililcn im imllleren Abbildungsteil 
der Fig 7 (a) in Fig. 7) dargestelU. Die relative GFP-Kon/^nrraiion ist im untfiren Abbildungsteil der Fig. 7 ((3) m V ig. 
7) aufgetragen. Aus Abbildungsteil (2) in Fig. 7 kann man ersehen, dafi die Stimulation eines Mn -Einstroraeszu emer 
ri)idenVeaingerungderFura-2.undFura-2.Ca^^-SignaleMirt.DicdurchdasgenannteVer^^ 
rcszcnz {(3) in Re. 7) hingcgcn blcibt nahczu konstant. Wcitcrhin ist cine Bcstimmung dcr zytosolischcn Ca -Konzcji- 
tration selbst unter mehreren StOreinflUssen mtigUch ((1) in Fig. 7). So wurden im Aawendungsbeispiel m^^ 
groBen eingefuhrt, die jeweils eine Quantifizierung durch das von Grynkiewicz et al, (1985) beschnebene KaUo-Xferfah- 
ren" beeintrachtigen wurden: 

- Die Anwesenheit eines dritten Huorochroms ((iFP) verursacht in den Anregungswellenlangen 380 nm, 358 nm 
und 340 nm unterschiedlich starke Signalintensitaten, die die Fluoreszenzsignale von Fura-2 tjbe^^agem 

- Die deutUche Abnahme der Fura-Ruoreszenzen nach Auslosung eines Mn^-Binstromes in die ZeUen Rihrt zu in- 
konsistenten Ergebnissen nach dem "Ratio- Verfahren". ^ . . „ . • 

- Durch Abnahme der Fura-Huoreszenzen nimmt die St6rgr6Be der GFP-Ruoreszenz zeitabhangig im Verhkluiis 
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Da mit dem in dieser Erfindung beschriebenen \ferfahreD die Ruorochromzusammensetzung ohne die Bildung von 
"Ratio- Vcrfahrcn" crmittcU wcrdcn kann. nchmcn die StorgroBcn kcincn EinfluB auf die Quantifizierung dcr orthch und 
zeidich aufgel5sten Ruorochromzusammensetzung. Ruorochrome mitdeutlich Uberlappenden spektralen Eigenschaften 
konnen somit erstmals ohne die Verwendung von "Ratio- Verfahren" zuveriassig quanufiziert werden. 

Beispiele der bevon:ugten Nutzungsnioglichkeiien der Erfindung 

Die SchnelUgkeit des Berechnungsverfahrens erlaubt es, eine hohe zeitUche und/oder t^umUche Aufltisung der MeB- 
vorrichtung unvermindert zu nutzen. Durch weitere Entwicklungen in Hard- und Software werden durch online-Berech- 
nungcn die im Spcichcr vcrblcibcndcn Datcnsatzc wcitc^ rcduzicrt wcrdcn konnen, da nach dem Bcrcchnungsvcrfahrcn 
die speku-al aufgelOsten Bilddaten nicht mehr benoligt werden. Eine onUn^Berechnung der DatensStze wtirde neben der 
Speicherplatzrcduktion den weiteren Vortcil bieten, daB bereits kaUbrierte Daten visuaUsiert werden konnen. Der An- 
wender konnte auf dem Bildschirm beispielsweise simultan und nahezu in Echtzeit die bereits kaUbrierte Ca' -Konzen- 
trddon den pH-Wert in einer ZeUe oder die LokaHsation ver^;chiedene nuoreszierender Proleine und Farbstoffe wahrend 
eines laufenden Experiment's beobachten. Tn einem Fluores7.en7.mikroskop komen nach Angabe der in fi^r Probe enthal- 
tenen Fiuorochrome durch Echtzeit-Berechnungen verschiedene Ruorochrome in geuennten Bildern oder durch Farb- 
kodierungen kenndich gemacht nebeneinander oder in ubereinandergelagerten Bildern dargesuillt werden. Dies ist bei 
Verwendungen von Ruorochromen, die durch opusche Von-ichtungen quantitativ unterscheidbar sind, in der konfokalen 
Lasermikroskopie und in der mehr-Phoronen-Mikroskopte bereits verwirklicht worden. Bei Verwendung von Ind^ator- 
farbstoffen konnen jedoch ledigUch relative Veranderungen beobachtet werden; cine Quantifizierung konnte mit dem in 
55 dieser Erfindung beschriebenen Verfahrenermoglicht werden. ^ , ^ j • -c 

Vorrichtungen, die durch ihre Eignung zur Aufeeichnung spektraler Datensatze fur die Anwendungen des in dieser Er- 
findung beschriebenen Verfahrens besonders geeignet erscheinen, sind beschrieben worden. Sie umfassen konfokale unci 
S-konS^ Ruoreszenzmikroskope (US 5751417, US 5861984, US 5864139. WO 9222793), aber auch die Ruo- 
reszenz-gestiitzte DurchfluBzytometrie (in Patent US 4745285 bereits mit den technischen Voraussetzungen fur eine 
spektrale Auftrennung der Ruoreszenzemission beschrieben) oder die Ruoreszenz-basierende DNA-Sequenaerung 
(EP 0294524 und dessen Weiterentwicklungen). Die Kalibration der Ruoreszenz-Resonanz-Energie-TYansfer-Mikro- 
skopie (Z.B. WO 9855026) kam. ebenfaUs durch das erfindungsgemaBe 

Tnnnreqy^nyen des "ereen fluorescent protein" (GFP) und seiner Vananten (US 5777079, WO 9821355, EPU851»74, 
vTsT^Tm ^^^^^ W() 9726333, AU 4482996. US 55625048, WO 9711094, WO 9623810, 

WO 9521191) konnen mit dem crfindungsgcmaBcn spcktroskopischcn Quantifizicrungsvcrfahrcn trotz ubcrlappcndcr 
spektraler Eigenschaften effekriv voneinander separiert werden. Dies ermSglicht erstmals die simultane BesUmmung 
multipler Expressionsmarker in vitalcn ZeUen. Durch die Expression von Fusionsproteinen mit den genannten OFF- Va- 
nanten konnen verschiedene zellulare Proteine simultan in lebenden ZeUen beobachtet werden. Kolokalisauonsstudien 
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mil Hilfe der Huoreszenz-Resonanz-Energie-TVansfer-Methode (FRET) konnen mil dem in dieser Erfindung vorgestell- 
tcn Vcrfahrcn durch die cxaktc Quantifizicrung dcr Binzclfluorcszcnzcn mit bcdcutcnd groBcrcm Aufldsungsvcrmogcn 
durchgefUhrt werden. 
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Patcntanspriichc 

1. Verfahren -zur Quantitizierung mehrerer Huorochrome, bei dem durch Aufzeichnung und Speicherung spektral 
aufgetrennter Fluoreszenzen der in einer Probe enthaltenen Huorochrome in Reinform, durch die Aufzeichnung 
und Speicherung spektral aufgetrennter Huoreszenzen der Probe und durch die Anwendung eines mulli varialen, U- 
ncaren Regressionsverfahrens die Beitrage der Reinformen zu komplexen Ciesamtsignalen ermittelt werden, da- 
durch gekennzeichnet, dass eine spekUrale Auftrennung durch die Verwendung verschiedener Anregungswellen- 
langen erfolgt. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB eine spektrale Auftrennung oderFUterung des ermt- 
tierten Lichtes bei einer AnregungsweUeniange zur Erfassung spektral aufgetrennter Huoreszenzen eingesetzt wird, 

3. Verfahren nach Anspruch 1. dadurch gekennzeichnet, dalJ eine spektrale Auftrennung oderl'iUerung des emit- 
tierten Lichtes bei mehreren verschiedenen Anregungswellenlangen zur Erfassung spektral aufgeu^nnter Huores- 
zenzen eingesetzt wird. 

4. Vcrfahrcn nach oincm dcr vorhcrgchcndcn Anspnichc, dadurch gekennzeichnet, daB cin nichtlincarcs Rcgrcssi- 
onsverfahren zur Berechnung der BeiirSge der Reinformen zu komplexen Gesamtsignalen verwendet wird. 

5. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB bei Verwendung von m ver- 
schiedenen Huorochromen n = m verschiedene speku-ale Konfigurationen zur Datenaufzeichnung eingesetzt wer- 
den, und ein Subsdtutionsverfahren zur Berechnung der Beitrage der Reinfonuen zu komplexen Gesainujignalen 
verwendet wird. 

6. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB als Anregungslichtquellen 
kontinuierliche oder gepulste Laser lie htquellen verwendet werden, 

7. Vcrfahrcn nach oincm der vorhcrgchcndcn Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB Quaniifizicrungcn von Mil- 
lieubedingungen durchgefUhrt werden, wobei ein oder raehrere Huoreszenzindikator(en) eingesetzt werden, deren 
milUeuabhangig veranderUche Formen fur das erfindungsgemaBe Quantifizierungsverfahren als verschiedene Rein- 
formen von Fluorochromen behandell werden konnen. 

8. Anwendung des Verfahrens nach einem der Anspruche 1 bis 7 in der Huoreszenziuikroskopie, 

9. Anwendung des Verfahrens nach einem der Anspriiche 1 , 2, 3, 4 und 6 in dcr Nukleinsauresequenzierung. 

10. Anwendung des Verfahrens nach einem der Anspriiche 1 bis 7 in der DurchfluBzytomeUne oder dem "fiuores- 
cence-assisted-cell-sorting" (FACS). 

11. Anwendung des Verfahrens nach einem der Anspriiche 1 bis 7 in der Huoreszenzspektrophotometne oder der 
Huoreszenzkorrelationsspektroskopie. 
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